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(57) Abstract: The aim of the invention is to
quickly diagnose TSE-induced changes in animal
and human tssues by measuring infrared spectra of
these tissues. Either thin slices of tissue, pieces of
tissue or tissue homgenizates serve as tissue samples.
The measurements of the infrared specura are carried
out in a known experimental device that is used in
infrared spectroscopy (e.g. in uansmission. attenuated
total reflection. direct or diffuse retlection). The
detection of the pathological changes induced by TSE
15 camried out by comparing the infrared spectra of
the sample o be examined with a reference data bank
consisting of intrared spectra that were obtained from
healthy material or from pathologically changed tissue
samples. The conformation of the spectra of unknown
samples with the reference data bank is preferably
carried out using pattern recognition techniques (e.g.
multivariate statistical models. artificial neuronal
networks. genetic algorithms).

(57) Zusammenfassung: Zur schnellen Diagnose
TSE-induzierter Veranderungen in tierischen und
menschlichen Geweben werden Infrarotspektren
dieser Gewebe gemessen. Als Gewebeprobe dienen
entweder Gewebediinnschnitte, Gewebestlicke
oder Gewebechomogenisate.  Die Messungen der
Infrarotspekiren erfolgen in einer an sich bekannten
experimentellen  Anordnung der IR-Spektroskopie
(z.B. in Transmission. abgeschwichter Totalreflexion,
direkter oder diffuser Reflexion). Der Nachweis
der durch TSE bervorgerufenen pathologischen
Verinderungen erfolgt dann

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite |



wO 00772007 A2 HIDHIRN 0000 0001000 R RN 0 e

(74) Anwalt: WABLAT., Wolfgang: Potsdamer Chaussee 38, FR. GB. GR. IE. IT. LU. MC. NL. PT. SE), OAP!{-Patent
D-14129 Rerlin (DE). \BF. BJ. CF. CG. CI. CM. GA. GN. GW. ML.. MR. NE,
SN. TD. TG.

(81) Bestimmungsstaaten fnationals: AE. AG, AL, AU. BA,
BB. BG. BR. CA. CN. CR. CU, CZ. DM. DZ. EE, GD.
GE. HR. HU. ID. IL. IN. IS. JP. KP. KR. LC. LK. LR, LT.
LV. MA. MD, MG. MK. MN. MX. NO. NZ. PL. RO. 5G.
SLSK.TR.TT. UA. US. UZ. VN. YU. ZA. ZW.

Verdffentliche:
—  Ohme internationalen Recherchenbericht und erment -u
verdtfentlichen nach Erhalt des Rerichis.

(84) Bestimmungsstaaten cregional): ARIPO-Patent (GH. Zur trklirung der Zweibuchstaben-Codes. und der anderen
GM. KE. LS. MW. SD. SL. SZ. TZ. UG. ZW). curasis-  Adbkiirsungen wird auj’ die Lrkldrungen 1"Guidance Notes on
ches Patent (AM. AZ. BY. KG. KZ. MD. RU. TI. TM1.  Cudes and Abbreviations”s am Anfang jeder regularen Ausgabe
europdisches Patent (AT. BE, CH. CY. DE. DK. ES. Fl.  der PCT-Gazelte verwiesen.

Gber cinen Vergleich der {nfrarotspektren der zu untersuchenden Probe mit einer Referenzdatenbank. bestehend aus Infrarotspek-
tren, die von gesundem Material bzw. von patbologisch verinderten Gewebeproben erhalten wurden. Der Abgleich der Spektren
unbekannter Proben mit der Referenzdatenbank erfolgt bevorzugt mittels Mustererkennungstechniken (z.B. multivaniater statistis-
cher Modelle, kiinstlicher neuronaler Netze. genetischer Algorithmen),
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Verfahren zur Diagnose TSE-induzierter Verdnderungen in

Geweben mittels Infrarotspektroskcpie.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren fir die schnelle

Identifizierung von durch transmissible spongiforme Enze-
ovhzlopathien (TSE) induzierte pathologische Veranderungen
in tierischen oder menschlichen Geweben mit Infrarotspek-

troskcpie (IR-Spektroskopie) .

Transmissible Spongiforme EZnzephalopathien sind uUbertrag-
bare neurodegenerative Erkrankungen des Zentralnervensy-
stems (ZNS) mit tddlichem Veriauf, die viele Saugetiere
sowie auch den Menschen betreffen kénnen. Hierbei gilt
TSE als ein Uberbegriff, unter dem die bei verschiedenen
Spezies auftretenden Krankheitsfcrmen zusammengefafit wer-
der.. Neben der Scrapie ‘Traberkrankheit), der urspriung-
!ich pei Schafen aufgetretenen, aber auf Hamster und Mau-
se Obertragbaren Form, sind bisliang fanf weitere TSE in
Saugetieren bekannt: Die bovine spongiforme Znzephalopa-
rnie (BSE) beim Rind, die chronische Auszehrung (CWD) bei
pestimmten amerikanischen Hirscharten, die Ubertragbare
Enzephalopathie (TME) bei Nerzen, die feline spongiforme
Enzephalopathie (FSE) bei Katzen und eine spongiforme En-
zephalcopathie bei Antiloper.. Beim Menschen unterscheidet
man vier TSE: Die Creutzfeldt-Jacob-Krankheit (CJD), das
Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS), die fami-

lidre fatale Insomnie (FFI) und Kuru.

Definitiv laft sich eine TSE a) durch den histologischen
Nachweis charakteristischer spongiformer
{(schwammartiger), mit einer Gliose einhergehender Verdn-
derungen im Hirngewebe, b) durch den immunoclogischen

Nachweis von Ablagerungen des pathologischen Prionpro-
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reins (PrP) mittels Western-Blot-Technik, Hiscto-Blot-
Tochnik und Immunohistcchemie, cldurch den elektrenenma -
kroskopischen Nachwels Scrapie-asscziierter (PrP-)}Fibril-
‘en (SAF) und d) durch den Nachweis des infektidsen TSE-
Agens mittels Ubertragungsexperimenten im Tierversuch

diagnostizieren.

Klinische Symptome und der laborchemische Nachweis erhdh-
ter Konzentrationen bestimmter Proteire in Liquor
und/oder Serum [ Protein 14-3-3 (Zerr et al. (1997) N.
Engl. J. Med. 336: 874; Zerr et &l. (1998) Ann. Neurol.
43: 32-40.), Protein S100 (Otto &t al. {1997) J. Neurol.
244: 566-570; Otto et ai. (1998) Brit.. Med. J. 316: 577-
582; Otto et al. {1998) J. Neurovirol. 4: 572-573) und
neuronspezifische Enoclase iZerr 2t al. (13995) Lancet 345:
1609-1610)] erlauben bei Mensch und Tier lediglich eine
verdachtsdiagnose. Gleiches gilt fiar EEG- oder magnetre-
sonanztomografische Veranderungen, die im Zusammenhang

mit menschlichen TSE auftreten.

tir der Weiter- und Neuventwicklung von Nachweisverfahren
fir TSE werden u.a. folagende Ziele verfolgt:

a) Die Verbesserung der Jifferentialdiagnostik humaner
TSE. Diese Krankheiten lassen sich bisher nur post mortem
oder durch Hirnbiopsie mit Gewiffhei: diagnostizieren.

) Die Erkennung von TSE-Kontaminationen in Blut, Organen
und Geweben sowie in daraus gewonnenen Produkten mensch-
lichen und tierischen Ursprungs. -

¢} Die Erkennung menschlicher TSE-infizierter Blut-, Or-
gan- und Gewebespender.

d) Die Erkennung TSE-infizierter Nutztiere (z.B. Rinder
und Schafe) im praklinischen oder klinischen Stadium am
Schlachthof bzw. im Feld. '

Die Diagnostik von TSE-Erkrankungen bei Nutztieren ist
wegen der potentiellen Ubertragbarkeit durch den Verzehr
von Fleisch erkrankter Tiere von groffem Interesse. SO be-

steht z.B. der Verdacht, dafs der Konsum von BSE-
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verseuchtem Rindfleisch =ine neue Variante von CJD beim
Manschen (nvCJD) verursachen kxann. Im Sinne des Verbrau-
cherschutzes und der Zindammung der Ausbreitung <er Epi-
demie Fihren daher zur Zeit einige Scaaten behoéraliche
Uberwachungen des Durchseuchungsgrades von Rinderpopula-
tionen mit BSE ein. In diesem Zusammenhang werden auf
Schlachthdéfen routinemdfiige Kontrollen geschlachteter
Rinder angestrebt, von denen die weitere Verwertbarkeit

des Schlachtgutes abhangt.

Zur Zeit befinden sich verschiedene Testsysteme in der

Entwicklung, um ein sensitives und schnelles Screening

" grofier Probenzahler auf pathologisches Prionprotein und

somit eine TSE-Diagnostik im grofftechnischen Mafistab zu
erméglichen. Dazu zénlen u.a. ein Kapillarelektrophorese-
Immunoassay mit fluoreszenzmarkierten Peptiden {Schmerr &
Jenny (1998) Electrophoresis 19: 409-419) und ein Delfia
genanntes immunologisches Detektionssystem mit flucres-
zierenden Lanthanidchelaten (Safar et al. (1998) Nature
Medicine 4: 1157-1165) .

Bisher ist nur ein diagnostisches Verfahren zur Identifi-
zierung von TSE-infizierten Nutiztieren in grofdtechnischem
Malstab verfligbar. Dieses ist auf die Anwendung im
Schlachthof begrenzt und erlaubt die Feststellung einer
3S8E im Rind nach Angaben des Entwicklers bis zu einem
nalben Jahr vor dem Auftrecen klinischer Sympome
{Information des Herstellers im Internet:

http://www.prionics.ch).

Bei diesem von der Schweizer Firma Prionics AG entwickel-
ten Verfahren wird die Gewebeprobe aus der Medulla oblon-
gata geschlachteter Rinder homogenisiert und mit dem En-
zym Proteinase K behandelt. Das ggf. nach der Behandlung
verbleibende pathologische Prionprotein wird mit dem
monoklonalen Antikdrper 6H4 (hergestellt von der Firxma
Prionics) markiert und anschlieflend im Western-Blot ange-

farbt. Vom Zeitpunkt der Gewinnung der Probe bis zum Er-
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halt eines endgllitigen trgebnisses vergenen bei diesem
unden.

i
Veriahren nach Angaben ces Herstellers bis zu i2 St

Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, ein VYerfah

ren zum schnellen, zuverlassigen und &konomischen Nach-

wels TSE-induziertcer Veranderungen in Geweben zu entwik-
keln. Das erfindungsgemidfle Verfahren soll auch unter den
Bedingungen eines Schiachthofes im Routinebetrieb effek-

ziv einsetzbar sein.

Aufgabe der Erfindung ist somit die Schaffung eines Ver-
fahrens zur Diagncse von TSE-induzierten pathoiogischen
Verdnderungen in Geweben, wobei die Veradnderungen durch
Scrapie, BSE oder durch eine andere dem TSE-Formenkreis

zugehdrigen Krankheitsform hervorgerufen werden.

ErfindungsgemdR wird diese Aufgabe dadurch geldst, daf}
{a) Infrarotstrahlung auf eine durch TSE pathclogisch
verdnderte Gewebeprobe gzlenk:z wird und die spektralen
CTharakteristika der Infrarotstrahlung nach Wechselwirkung
mit der Probe registriert werden und

{b) die so erhaltenen Infrarotspektren mit einer Refe-
renzdatenbank, welche Infrarotspektren von TSE-
infizierten Geweben und von nicht-infizierten Ceweben

enthilt, verglichen unc <lassifiziert werden.

Ausgestaltungen der Erfindung werden in den Unteransprui-

chen beschrieben.

Das der Erfindung zugrunde liegende Verfahren basiert we-
sentlich auf Messungen der Infrarotspektren deé-patholo-
gisch veradnderten Gewebes. Bekannt ist bereits durch eine
Reihe von Publikationen und Patentanmeldungen, daff krank-
heitsspezifische Veranderungen sich im Infrarotspektrum

der Gewebe widerspiegeln kérnen (US Patent 5,168,162
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{Wong % rigas; US Patent 5,038,03¢%; Wong, Rigas; Lasch &

Naumann :1998) Cell. Mol. 2iol. 44: 189-202; Lasch st al.
(1598) Proc. SPIE 3257: 187-198; Choo et.al. (1996) Bio-
phvs. 7. 71: 1672-1679). Uber Infrarotspektroskopie an

TSE-Gewebeproben liegen allerdings bislang keine publi -

zlierten Daten vor.

Die experimentellen Daten, die der vorliegenden Patentbe-
schreibung zugrunde liegen, wurden anhand von ZNS—?roben
Scrapie-infizierter Hamster als Modellsystem entwickelt.
Es wurde im Hamstermodell festgestellt, daf nach Infekt:i-
on der Tiere mit Scrapie charakteristische Anderungen im
Infrarczspektrum von Gewebeproben des ZNS aufrrecten. Die-
se Anderungen konnten nach dem erfindungsgemifen Verfah-
ren durch Vergleich mit entsprechenden Proben von nicht-
infizierten, also gesunden Tieren identifiziert wexden.
Das Verfahren ist prinzipiell fir die Diagnose jeder der

Krankheitrsbilder des TSE-Formenkreises anwendbar.

Verfahrensgemdf ist fir die TSE-Diagnostik mittels Infra-
rotspektroskopie ein Vergleich von Spektren des zu unter-
suchenden Gewebematerials mit entsprechenden Spektren von
Geweben cekannten Ursprungs im Sinne eines Referernzver-
fahrens notwendig. Die praktische Durchfihrung des Ver-
fahrens srfordert daher das Vorliegen einer validierten
Referenzdatenbank von IR-Spektren, die von gesunden bzw.
pathologischen Gewebeproben erhalten wurden. Die Erstel-
lung der Referenzdatenbank ist fur eine standardisierte

Diagnostik nur einmal erforderlich.

Der Abgleich von Spektren unbekannter Proben mit der Re-
ferenzdatenbank erfolgt dann vorzugsweise mittels Techni-
ken der computergestutzten Mustererkennungsverfahren, wie
z.B. mulrivariate Statistik, kanstliche neuronale Netze,

genetische Algorithmen etc..

Zum Erfassen der Spektren wird auf die Proben Infrarot-
lich: gelenkt und die spektralen Charakteristika der aus-

trecenden Strahlung, d.n. nach Wechselwirkung des Lichts
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mit dem Gewebe reglistriert. Vorteilhaft ist der Einsacz
mikrospekorometryische: Techniken, wenrnn eine Minimierung
der erforderlichen Probernmengen angestrebt wird. Beim
€insatz eines Infrarotmikroskops kdnren dariber hinaus an
Dannschritten auch ortszufgeldst spektrale Informationen
gewonnen werden, die das Verfahren wesentlich spezifi-
scher und empfindlicher gestalten kdénnen. In der Perspek-
tive wa3re ein Nachweis mittels Infrarotlichtleiter als
Endoskop denkbar, der die Diagnostik von TSE direkt im

infizierten Organismus ermdglicht.

Zum besseren Verstidndnis ist der typische Ablauf des Ver-

fahrens in Abkb. 1 schematisch dargestellrt.

Insgesamt erlaubt das neus Verfahren zur Diagnose TSE-
induzierter Verdnderungen i1n Gewebe Aussagen innerhalb
weniger als einer Minute nach Erhalt der Probe. Damit ist
25 sowohl dem immunologischen Nachweis des Prionproteins
vtnd auch der immun-histologischen Diagnose Uberlegen, die
erst nach bis zu 12 Stunden ein Ergebnis liefern. Eine
rout inemaRige Anwendung des erfindungsgemaffen Verfahrens,
2twa zur Fleischkontrolle in Schlachthdéfen, erfordert da-
her praktisch keinerlei Zwischenlagerung des Schlachtgu-
tes bis zum Erhalt der Diagnose. Die Schnelligkeit der
Jiagnose stellt einen &kcnomischen Vorteil gegeniber be-
kannter. Verfahren dar, da Lagerungszeit des Schlachtgutes
und damit Raum- und Energiekosten fir die Kihlung mini-
miert werden. Zusatzlich wird eine grdflere Frische des

Fleisches zum Zeitpunkt des Endverbrauchs erzielt.

Das Verfahren l&4Rt sich sehr gut in einen Routineprozefs
integrieren, da Spektrenaufnahme, Spektrenverarbeitung
und die Klassifizierung wvollstandig computergesteuert er-
folgen und sich sehr leicht automatisieren lassen. Ein
jJeringer Personalbedarf besteht infolge dessen lediglich
fiir die an sich einfache Probenvorbereitung, die im Ge-

gensatz zu anderen Verfahren keine aufwendige Probenvor-
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behandlung {(z.3. Anrzicherung des prionproteins mictels

PK-Verdau), =<ein Nachweisagens {(z.E. immunolabel} und

pedirnschnitte (z.B. mittels Im-

1]

keine Anfdrbung d=r Gew
order

1

munohistochemie) arf

Das erfindungsgemaRe Veriahren kann cohne Einbeziehung
hochspezialisiercter Fachleute (etwa von Histologen}
durchgefiihrt werden, da die Klassifizierung der IR-
Spektren durch an sich bekannte, fir die Zwecke der TSE-
Diagnostik optimierce Verfahren der computergestitzten
Mustererkennung erfolg:z. Die Bewertung der Spektren an-
hand streng mathematischer Kriterien fihrt gleichzeitig
su einer hohen Sicherheit der Diagnose, die ohne subjek-
rives Erfahrungswissen auskommt und somit unvermeidbare,

menschliche Fehleinschézzungen umgeht.

Aufgrund des geringen parsonalbedarfs und praktisch kei-
ner laufenden Materialkosten stellt das erfindungsgeméafie

Verfahren ein wircschafttlich sinnvolles Konzept dar.

Der Vorzug des erfindungsgeméafien Verfahrens in seiner be-
sonderen IR-mikroskopischen Ausfihrung zur ortsaufgeld-
sten Analyse von Gewebedinnscnnitten liegt in der Kombi-
nation spezifischer, spektral aufgeldster Strukturinfor-
mation und der hohen Ortsaufldsung, die hieraus erzielc
wird. So kann mittels der erreichbaren Ortsaufldsung ei-
nes IR-Mikroskopes die Beteiligung einzelner Neuronen am
Xrankheitsverlauf erfafz und untersucht werden. Die sehr
hohe diagnostische Empfindlichkeit resulriert aus der
Tatsache, daf praktisch keine Mittelung von Merkmalen
kranker und gesunder Zellen erfolgt, wie es bei anderen,
nicht-ortsauvfgeldsten HMethoden zwangsldufig der Fall ist.
Diese besondere Ausfihrungsform des Verfahrens erfordert
dexrweil noch relativ viel 2Zeit fdr die Datenakquisition,
welche in Abhangigkeit der GroRe des unrersuchten Gewebe-
arials und der Ortsauflidsung 1 bis 6 Stunden dauert, und
eignet sich daher weniger fir routineméfBige Kontrollen.

Sie durfte jedoch eine breite Anwendung in der wissen-
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schafclich klinischen Erforschung der bislang unverstan-
denen Pathogenesemechanismen von TSE finden. Perspekti-
visch wird die Kombinaction dieser Ausfihrungsform mit so-
genannten Array-Infrarordetektoren, die zur Zelit von ver -
schiedenen Herstellern entwickelt werden und mit denen
die ortsaufgelédste Messung von IR-Spektren kompletter
Areale von Gewebedinnschnitten innerhalb sehr kurzer Zeit
4mdglich ist, das Verfahren auch der schnellen Routine-

diagnostik zuganglich werden.

Zur Durchfihrung des erfindungsgemdfien Verfahrens werden
Gewebeproben dem Organismus post mortem entrommen. Dabei
kann es sich sowohl um tierische als auch menschliche Or-

ganismen handeln.

Das Verfahren ist prinz:piell fir die Diagnose jeder der
speziellen Krankheitsformen geeignet, die unter dem Be-
griff transmissible spongiforme Enzephalopathie {TSE} =zu-

sammengefaltt werder, wie z.B. BSE, Scrapie oder CJD.

Als Entnanmeort der Gewebeproben kommen alle Organe 1in
Betracht, die durch eine TSE hervorgerufene pathologische
veranderungenr aufweisen. Nach heutigem Wissensstand be-
trof fene Organe sind das Zentrale Nervensystem, das peri-
phere Nervensystem, Organe des lymphatischen Systems, des
vVerdauungssystems, des endokrinen Systems, des kardiovas-

kul&ren Systems und des respiratorischen Systems.

Bevorzugte Entnahmeorte sind das Zentrale Nervensystem
und das periphere Nervensystem, wobei insbesondere Me-

dulla obiongata sowie Pons des Hirns vorteilhaft sind.

Die Praparation der Gewebeprobe richtet sich nach dexr be-

sonderen Ausfihrungsform des Verfahrens.

Fiir die Analyse voll hydratisierter Gewebeproben werden
kleine Gewebestiicke entnommen. Die nativen Proben werden

>.B. in handelsiiblichen IR-Kivetten plaziert.
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Aslternativ wird =in Homdogenlsat des Gewebematrerials in
4,0 hergestellt und Aliguste in :R-Kuveccen gebracht . In
Abwandlung werden Aliguorz dieser Suspension als transpa-
venre Filme auf IR-durchldssigen Probennaltern aufgetrok-
kent, wobei reduzierte oricke sich als vorteilhaft im
Sinne einer Beschleunigung des antrocknungsvorganges er-
wiesen haben (Helm et a.. {1991) J. Gen. Microbiol.

137:69-79.

Fir die spezielle Durchfinrung des Verfahrens in einer

‘nfrarotmikroskopischen MeRanordnung zur Erfassung orts-
spezifischer Informationen werden Krydinnschnitte, z.B.

sagittale Schnitte praparierter Hirne angefertigt. Diese
werden plan auf IR-transparente Objektcrager aufgebracht.
Das Verfahren erforderc keine weitere Fixierung des Dann-
schnittes und die Proben werden bis zur Messung in trok-

kener Umgebung bei Raumtemperatur aufpbewahrt.

In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung, bei der
Infrarotlichtleiter eingesetzt werden, lafit sich das Ver-
fahren prinzipiell auch am lebencen Organismus anwenden,
indem der Lichtleiter minimalinvasiv in das Gewebe einge-
fih-t und dort das Infrarotspekirum direkt erfafit wird.
Die Realisierung dieser Ausfihrungsform ist zur Zeit noch
an die Weiterentwicklung der Infrarotlicht-
leitertechnologie gebunden, da die derzeit verfigbaren
Lichtieiter noch zu geringe spektrale Empfindlichkeiten

aufweisen und zudem noch 2zu unfiaxibel und zu grofd sind.

Als Material fur Kuvetten bzw. Probentrager der oben be-
schriebenen Praparationsvarianten konnen prinzipiell alle
in der IR-Spektroskopie fUblicherweise verwendeten wasser-
unldslichen optischen Materialien eingesetzt werden, wo-

bei sich CaF, und BaF, besonders bewahrt haben.

Die fir die Aufnahme der IR-Spektren bendtigten Substanz-
mengen und ihre fldchenmifiige Ausdehnung kénnen sehr
klein gehalten werden. Je nach vorgegebenen Bedingungen

(z.B. Spektroskopieren mit oder ohne Strahlfokussierung
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hzw. Verwendung eines If-ilikroskops) kénnen Substanzmen-
aen im Bereich von ug bis ag 2ingesetzt werden. Die
Durchmesser der durchscraniten Probenareale variieren
dementsprechend zwischen 1-2 mm und 10-30 pm. Die Unter-
grenze entspricht etwa der GroRe einer bzw. weniger Zel-

ten (z.3. Neuronen} .

verfahrensgemif werden Infrarotspektren der Gewebeprcben
gemessen, die in einer der peschriebenen Weise herge-
sctellt wurden. Die Aufnahme der Spektren erfolgt hierbei
vorzugsweise mit einem Fourier-Transform-Infrarotspektro-
mecer, welches gegeniber konvertionell arbeitenden, dis-
persen Gerdten eine Reihe wvon bekannten Vorteilen auf-
weist, wvon denen hier nur die schnelligkeit der Datenauf-
nahme und die hoéhere Empfindlichkeit genannt werden sol-
len. Die Verwendung eines konventionellen, dispersen IR-
Spektrometers ist grunds&czlich auch mdglich, fuahrt je-

doch zu einem Verlust an 3Schnelligkeit des Verfahrens.

Prinzipiell kann flir die Spektrenmessung jede der an sich
sekannten IR-spektroskopischen MefRanordriungen eingesetzt
werden (z.B. in Transmiss:ion/Absorption, abgeschwa&chter
Totalreflexion, direkter oder diffuser Reflexion). Beson-
ders bewahrt hat sich die Transmissions/Absorptions-

spektroskopie.

Jie Aufnahme des Infrarotspektrums erfolgt typischerweise
im Spektralbereich des scgenannten mittleren Infrarots

zwischen 500 und 4000 cm
im nahen Infrarot zwischen 4000 und 10000 cm™? fihren

i

Engere Spektralbereiche auch

ebenfalls zu einer erfoigreichen Diagnose, wenn zuvor si-
chergestellt wurde, daft die Spektren der infizierten und
der gesunden Gewebeproben charakteristische Varianzen im
erfaRten Spektralbereich aufweisen. Es hat sich insbeson-
dere erwiesen, daR besonders markante spektrale Unter-
schiede zwischen TSE-infizierten und nicht-infizierten

1

Gceweben zwischen 1000 und 1300 cm ~detektiert werden
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h dieser Bereici: daher bevorzugco fiar
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i Auswaiil =ines oder mehrerer geeigneter Spektralberei-

}

re
che kann z.B. durch visuelle Inspektion der Spektren

(

{Auswahl der Bereiche mit den starksten und charakteri -
stischsten Verinderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe)
oder durch ein an sich bekanntes multivariates Verfahren

zur Selektion spektraler Merkmale erfolgen.

Die physikalischen Mefirarameter, wie spektrale Aufldsung
oder Anzahl der gemittelten Spektren etc., xénnen inner-
halb der in der IR-Spektroskopie Ublichen Bereiche vari-
iert werden, ohne sich ir der Praxis als kricisch fir den
#rfolg der Klassifizierung bzw. der Diagnose 2zu 2rwelsen.
Wichtig bei cer Festlegung der Parameter der Spektrenge-
winnung sowi2 der Probenprdparation ist lediglich, dafs
far alle Messungen, insbesondere auch fuar die Kontroll -
messungen an Gewebeproben nicht infizierter Tiere, 1den-

rische Parameter gewahlt werden.

Unabhiangig von der Wahl cdes mathematisch-statistischen
Verfahrens, das ftr die Klassifizierung dexr Spektren her-
angezogen wird, hat sich die Unterziehung der Spektren
siner vorherigen Aufbereitung als vorteilhaft erwiesen.
In Frage kommende, an sich bekannte Methoden sind etwa
3erechnung der ersten cder zweiten Ableirung, Spektren-
Dekonvoluticr oder anderen Verfahren zur Erhéhung des
spektralen Kontrastes, die eine Bandenerkennung erleicn-
tern und eins Minimierung etwaig vorliegender Basis-
ilinienprobleme gestatten. Bei Vorliegen grofier Probenzah-
len hat sich iiberdies eine vorhergehende patenreduktion
durch Methoden der multivariaten Statistik wie z.B. der

Faktoranalyse als hilfreich erwiesen.

Die Durchfiihrung des Verfahrens erfordert eine einmalige
Erscellung einer Referenzspektrendatenbank. Hierfur wer-
den Spektren von Proben aus TSE-infizierten Organismen

und solche von Proben aus TSE-freien Individuen gemessen.
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Prepenpréparacicn und Spektrenautnanme werden hieridr in
analcger Weigse wie be: den unbekanncen Proben durchge -

=
Fiihrt . Sntscheidend ist, daf alle Parameter Iir die Refe-

renz- und Probenmessungen identisch gewahlt werden.

Das Spektrum der zu untersuchenden Probe wird mit den
Spextren der Referenzdatenbank verglichen. Dabei erfolgt
die Klassifizierung des Spektrums vorzugsweise mithilfe
eines der an sich bekannten Verfahren zur Mustererken-
nung, beispielsweise mit Algorithmen der multivariaten
Staristik, kunstlichen neuronalen Netzen odex genetischen
Algorithmen. In diesem sSchritt wird das Spekcrum im Sinne
eines Zwei-Klassen-?roblems als gesund oder TSE-irfizierc

klassifizierc.

Fir die ortsaufgeidste DurchfGhrungsform des Vertfahrerns
wird die Prcbe, cdie in diesem Fall ein auf einen Oblekt-
triger aufgebrachnter Gewebediinnschnitt ist, 1in den Strah-
lengang eines Infrarotmikroskops gebracht. Die Spektren-
aufnahme in der infrarormikroskopischen Mefdanornung kann
wahlweige in Transmission oder in direkter Reflexion er-
foligen. Es werden Infrarotspektren an verschiedenen Cewe-
besceilen aufgencmmer. Die hierbei exreichte Ortsaufls-
sung kann durch den Schrittabstand der einzelnen #Mefpunk-
re bescimm:t werden. Auferst vorteilhaft ist der Einsatez
eines Computer -gesteuerten x/y-Tisches, der automatisier-
te Spektrenmessungen gemdf eines beliebig bestimmcaren
Rasters mic definierten Schrittabstdnden ermdglicht. Der-
artige x/y-Tische gehdéren heute zur Standardausstattung

moderner IR-Mikroskope.

Ergebnis einer cortsaufgeldsten Messung (Mapping) ist eine
Infrarotspektrenserie, wobei jedes Spektrum einen Pixel
auf dem fiktiven Raster des Gewebedinnschnitts reprasen-
tiert. Auf diese Weise werden IR-Daten erhalten, die den
gewahlten Ausschnitt des Diinnschnittes vollstandig abdek-
ken. Die ortsspezifische Information Uber die raumliche

Ausbreitung der TSE im Gewebe wird erhaliten, indem jedes

F
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der Spektren =ines Mapping-Ddatensatzes mit der Referenz-
daranbank abgegiichen wird und so encweder als gesund

oder infiziert klassifiiziert wird.

Das folgenden Beispiele scllen verdeutlichen, wie ZNS-
croben Scrapie-infiziercer Hamster von denen gesunder
Kontrolltiere gemdfs des erfindungsgemafen Verfahrens an-
hand der krankheitsspezifischen spektralen Anderunger ih-

rer Infrarotspekcren 2iZferenziert werden kénnen.

{cpie
2ywachsene weibliche Syrische Hamster (Mesocricetus aura-
cus) wurden mit dem Scrapis Stamm 263K (zur Verfligung ge-
stellt von Dr. Richard ¥imberlin) intracerebral und in-
traperitoneal infizierz. Im terminalen Stadium der Krank-
heit {70-120 Tage nach Infektion} wurden die Gehirne die-
ser Tiere {S) und von entsprechenden, nicht-infiziercen
¥Yontrolltieren (N) post mortem entnommen, wobei korre-

spondierende Vergleichspaare von gleichem Alter waren.

=ur die Analyse der vol_hydratisierten Gewebeproben wur-
jen kleine Stiicke (pg-Mengen) der nativ herauspréaparier-
ren Medulla oblongata und Pens in eine FT-IR Kavette ge-
geben, die mit CaF,-Fsnstern und einer optischen Weglange
von 8 um Schichtdicke ausgerustet war. Die Infrarotspek-
crer dieser Proben wurden in einem FT-IR Spektrometer in
Transmission/Absorpticn gemessen (spektrale Aufldésung:

4 cm’!, Apodisation: Happ-Genzel, Zzahl der Scans: 128,
Zerofilling: 4). Zwei :typische Spektren von S- und N-
GSewebeproben sind in der Figur 2 im Spektralbereich zwi-
cchen 1300 und 1000 cm® dargestellt, in dem besonders
prominente Unterschiede beobachtet werden koénnen. 2Zur
besseren Visualisierung der Banden sind die zweiten Ab-
leitungen dargestellt, so dafs Bandenmaxima als Minima er-

scheinen.
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Beisoield &
in Abwandlung der in Be.sviel ! dargelegten Ausfinrungs-
form wurden jeweils iC £- und N-Proben, die auf gleiche

Welise wie in Beispiel 1 e2rhalten wurden, in H,0 homogeni -
siert (10 ul H,O pro mg Gewebematerial). Aligquote von 35
ul der Suspensioconen wurden auf einen PC-gesteuerten Mul-
tiprobentrager, der aucl zum Messen von mikrobiellen Pro-
ben geeignet 1st (Helm et al. {(1991) J. Gen. Microbiol.
137: 69-79; Helm et al. {1991} J. Microbiol. Meth.
14:127-242; Naumann {13%98) Proc. SPIE 3257: 245-237), aus
ZnSe aufgebracht und nach den in der Literatur beschrie-
benen Angaben angetrocknet. Infrarotspektren der so er-
naltenen Filme wurden :n Transmission aufgenommen und =i -
ner hierarchischen Klass:fizierung unterzogen, wobei
zweite Ableitungen der Sgsktren im Spektralbereich zwi-
schen 1100 und 1000 cm’” zugrunde gelegt wurden. Das nach
dem sogenannten Ward's Algerithmus berechnete Dendrogramm
der Klassifizierung dieser Spektren zeigt die Figur 3.
Die Spekrren der infizierten Tiere (S-1 bis S-10) kcennten
perfekt von denen der gesunden Tiere (N-1 bis N-10) sepa-

riert werden.

Beispic]

In Abwandlung der in der. Beipiz2len 1 und 2 dargestellten
Ausfihrungsformer wurder. von ZNS-Proben von N- und S-
Tieren, die wie oben erldutert erhalten wurden, 8 um dik-
ke Kryodinnschnitte angefertigt und mit den an sich be-
kannten Verfahren des FT-IR Mappings (Diem et al. (1999)
Appl. Spectroscopy 53: 148A-160A; Lasch & Naumann (1998)
Cell. Mol. Biol. 44: 185-202; Choo et al. (19967 Biophys.
J. 71: 1672-1679) und der Infrarotbildgebung (Lasch &
Naumann (1998) Cell. Mol. Biol. 44:189-202; Lasch et al.
{1998) Proc. SPIE 3257: 187-198) gemessen und charakteri-
siert. Es Qurden Spektren von 1,5 mm X 1,5 mm grofsen
Arealen in Schritten vor 50 um durch eine 60 um Apertcur
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aufgenommen. Die von 5- und N-Proben erhaltenen Spektren

:is rundchst getrennt einer hierarchi-

19

wurden danmn jew
schen Klassifizierung unterzogen, um eine Differenzierung
der flur verschiedene Hirnscrukturen typischen Spektren zu
erzielen. Figur 4A zeigt ein Dendrogramm, fir dessen Be-
rechnung nach Datenkompression mictels Hauptkompenenten-
analyse die ersten drei Hauptkomponenten zwischen 1450
und 950 cm ' (ca. 500 Catenpunkte) benutzt wurden. Die
vier Hauptklassen kénnen den vier histologisch definier-

ten cerebellaren Strukturen Stratum moleculare, Stratum

ganglionare, Stratum granulosum und Substantia alba zuge
ordnet werden. Dariber hinaus konnten insgesamt neun
spektrale Klassen separiert werden {(numeriert: 1-9}, die
pestimmten Substrukturen innerhalb des Cerebellums ent-
sprechen. Aus CGrinden der Cbersichtlichkeit ist in Figur
4A nur jedes dritte Spektrum des insgesamt 930 Spektren

enthaltenen Mapping-Datensatzes dargestellt.

AnschlieBend wurden Spektren einander entsprechender
spektraler Klassen (z.B. Klasse 2 der Spektren von Stra-
rum moleculare = graue Substanz des Kleinhirns) der K-
und der S-Proben miteinanaer verglichen. Im oberen Teil
von Figur 4B (a) sind vektornormierte .zweite Ableitungen
von Spektren von Proben Scrapie-infizierter Tiere
(gestrichelte Linien) sclchen von gesunden Tieren
(durchgezogene Linien) gegenubergestellt. Im unteren Teil
'b)} sind die Differenzspektren zwischen vektornormierten
s- und N-Spektren aus a; fir die jeweiligen Gewebestruk-
turen dargestell:t. Alle fur diesen Vergleich verwendeten
Spektren sind Mittelwerte von Spektren einer Spektren-
klasse (s. Figur 4A). Sie sind mit dem Namen ihrer cere-
bellaren Schicht und der Nummer ihrer spektralen Klasse
gekennzeichnet. Die £ir die einzelnen Gewebeklassen beob -
achteten charakteristischen spektralen Unterschiede eig-
nen sich fuar eine sicrhere Diagnose des krankheitsassozi-

ierten Pathogeneseprozesses.
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Parenctanspruche

Vverfahren zur Diagnose von TSE-induzierten pathologi-
schen Veranderungen -n Geweben, wobei die Veranderun-
gen durch Scrapie, BSE oder durch eine andere dem TSE-
Formenkreis zugehdrige Krankheitsform hervorgerufen
werden, dadurch gekennzeichnet, dafl

(a) Infrarotstrahlung auf eine durch TSE pathologisch
veranderte Gewebeprobe gelenkt wird und die spektralen
Charakteristika der Infrarotstrahlung nach Wechselwir-
kung mit der Probe registriert werden und

{(b) die so erhaltenen Infrarotspektren mit einer Refe-
renzdatenbank, welche Infrarotspektren von TSE-
infizierten Geweben und von nicht-infizierten Geweben

enthalt, verglichen und klassifiziert werden.

Verfahren nach Anspruche 1, dadurch gekennzeichnet,
da die Gewebeprochbe cem zentralen Nervensystem, dem
peripheren Nervensystem oder Organen des lymphatischen
Systems, des Verdauungssystems, des endokrinen Sy-
stems, des kardiovaskuldren Systes oder des respirato-

rischem Systems entstammt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, daf das Infrarotspektrum des
Gewebes entweder in einer oder mehreren Regionen des
mittleren Infrarotbereichs von 500 bis 4000 cm' oder

des nahen Infrarotbereichs von 4000 bis 10000 cm’’

oder in beiden Regionen gemessen wird.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichknet, dafl das Infrarotspektrum des

Gewebes im spektralen Bereich von 1000 bis 1300 cm™!
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des mittleren Infrarcts erfafit wird.

Verfahren nach mindestens einem der Anspricne ! bis 4,
dadurch gekennzeichnect, daf3 die Wechselwirkung der In-
frarotstrahlung mit cer Probe und die Detektion der
charakteristisch veridnderten Strahlung in einer Trans-
missions/Absorptionsanordnung, einer Anordnung zur
Messung der abgeschwichten Totalreflexion, einer An-
ordnung zur Messung cer direkten oder diffusen Refle-

xion oder mittels IR-Lichtleitertechnik erfolgt.

verfahren nach mindestens einem der Anspriche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dals der Vergleich des Infra-
rotspektrums der zu tuntersuchenden Probe mic cen In-
frarotspektren der Referenzdatenbank mittels einer
oder mehrerer Methoden der Mustererkennung, vorzugs-
weise mittels Algorithmen der multivariaten Statistik
oder kiinstlicher neuronaler Netze, erfolgt, wobei die
dem Vergleich zugrundeliegenden spektralen Bereiche
mit Verfahren zur Extraktion optimaler spektraler
Merkmale, etwa mit genetischen Algorithmen, ermittelt

werden.

verfahren nach mindestens einem der Anspriche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, daft die Messung des Infra-
rotspektrums mit einer infrarotmikroskopiscnen Mef3-
anordnung an einem Gewebediinnschnitt in Transmission

oder in direkter,Reflexion durchgefihrt wird.

Verfanren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daf
ortsaufgeldst, d.h. in Abhangigkeit von der Gewebe-
stelle, an welcher der Infrarotstrahl durch die Probe

geleitet wird, Infrarotspektren gemessen werden.
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Verfahren nacn mindesctens einem der Anspriche 7 und 2,
dadurch gekennzeichnet, daff jedes der ortsabhiangig re-
gistrierten Infrarotspektren mit der Referenzdatenbank
verglichen wird und somit ortsspezifische Informacio-
nen apber die Krankhesitsausbreitung im Gewebe ernalten

werden.

.Verfahren nach mindestens einem der Anspriche 7 bis 9,

dadurch gekennzeichnet, dafR die Referenzdatenbank Re-
ferenzspektren von TStE-infizierten Geweben und von
nicht-infizierten Geweben jeweils aller im Gewebe-
schnizt mittels Infrarotspektroskopie unterscha:idbarer

Strukcuren enthalec.
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Figur 1
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Figur 2
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Figur 4A
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Figur 4B
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(57) Abstract: The aim of the invention is to quickly diagnose TSE-
induced changes in animal and human tissues by measuring infrared
spectra of these tissues. Either thin slices of tissue. pieces of tissue or
tissue homgenizates serve as tissue samples. The measurements of the
infrared spectra are carried out in a known experimental device that
is used in infrared spectroscopy {(e.g. in transmission, attenuated total
reflection, direct or diffuse reflection). The detection of the patholog-
ical changes induced by TSE is camied out by comparing the infrared
spectra of the sample 10 be examined with a reference data bank con-
sisting of infrared spectra that were obtained from healthy material o
from pathologically changed tissue samples. The conformation of the
spectra of unknowa saraples with the reference data bank is preferably
carried out using pattern recognition techniques (e.g. multivariate sta-
tistical models. artificial neuronat networks. genetic algorithms).

(57) Zusammenfassung: Zur schnellen Diagnose TSE-induzierter
Veranderungen in tierischen und menschlichen Geweben werden In-
frarotspektren dieser Gewebe gemessen. Als Gewebeprobe dienen
entweder Gewebediinnschnitte. Gewebestiicke oder Gewebehomoge-
nisate. Die Messuagen der Infrarotspektren erfolgen in einer an sich
bekannten experimentellen Anordnung der IR-Spektroskopie (z.B. in
Transmission. abgeschwichter Totalreflexion. direkier oder diffuser
Reflexion). Der Nachweis der durch TSE hervorgerufenen pathologi-
schen Verinderungen erfolgt dann iiber einen Vergleich der Infrarot-
spektren der zu untersuchenden Probe mit einer Referenzdatenbank.
bestebend aus Infrarotspektren. die von gesundem Material bzw. von
pathologisch verinderten Gewebeproben erhalten wurden. Der Ab-
gleich der Spekiren unbekannter Proben mit der Referenzdatenbank
erfolgt bevorzugt mittels Mustererkennungstechniken (z.8. multivar-
ater statistischer Modelle. kiinstlicher neuronaler Netze, genetischer
Algorithmen).
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